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摘   要：Taq DNA 聚合酶发现自水生热栖菌(Thermus aquaticus)，是一种同时具有逆转录酶活性以

及 DNA 聚合酶活性的工具酶。Colicin E (简称 CE)蛋白质是一类以维生素受体 BtuB 为跨膜受体的

大肠杆菌素，其中 CE2、CE7、CE8 和 CE9 是非特异性的 DNase 型大肠杆菌素。Taq DNA 聚合酶

由 5′→3′核酸外切酶结构域、3′→5′核酸外切酶结构域以及聚合酶结构域组成。缺失 5′→3′核酸外

切酶结构域的 Taq DNA 聚合酶(ΔTaq)具有更高的产量，但是其进行性很低，无法扩增长片段。为

了提高 ΔTaq 的进行性，本研究融合 dCE 和 ΔTaq，发现 dCE-ΔTaq 的进行性相比于 Taq DNA 聚合

酶和 dCE-Taq 显著提升，并且其逆转录酶活性也比 ΔTaq 更高。dCE8-ΔTaq 的提升最明显，不仅能

够 1 min 内扩增 8 kb 的 DNA 片段，并且产量高于其他突变体。综上所述，本研究通过将 ΔTaq DNA
聚合酶和 dCE 进行融合，提升了 Taq DNA 聚合酶的 PCR 效率和逆转录活性，为改造 Taq DNA 聚

合酶提供了新的方法，有望开发出性质更好的 Taq DNA 聚合酶。 
关键词：Taq DNA 聚合酶；CE；PCR 效率；逆转录活性 
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Wuhan 430062, Hubei, China 
 
Abstract: Taq DNA polymerase, which was discovered from a thermophilic aquatic bacterium 
(Thermus aquaticus), is an enzyme that possesses both reverse transcriptase activity and DNA 
polymerase activity. Colicin E (CE) protein belongs to a class of Escherichia coli toxins that 
utilize the vitamin receptor BtuB as a transmembrane receptor. Among these toxins, CE2, CE7, 
CE8, and CE9 are classified as non-specific DNase-type colicins. Taq DNA polymerase consists 
of a 5′→3′ exonuclease domain, a 3′→5′ exonuclease domain, and a polymerase domain. Taq 
DNA polymerase lacking the 5′→3′ exonuclease domain (ΔTaq) exhibits higher yield but lower 
processivity, making it unable to amplify long fragments. In this study, we aimed to enhance the 
processivity of ΔTaq. To this end, we fused dCE with ΔTaq and observed a significant 
improvement in the processivity of the resulting dCE-ΔTaq compared to Taq DNA polymerase 
and dCE-Taq. Furthermore, its reverse transcriptase activity was also higher than that of ΔTaq. 
The most notable improvement was observed in dCE8-ΔTaq, which not only successfully 
amplified 8 kb DNA fragments within 1 minute, but also yielded higher results compared to 
other mutants. In summary, this study successfully enhanced the PCR efficiency and reverse 
transcription activity of Taq DNA polymerase by fusing ΔTaq DNA polymerase with dCE. This 
approach provides a novel approach for modifying Taq DNA polymerase and holds potential for 
the development of improved variants of Taq DNA polymerase. 
Keywords: Taq DNA polymerase; colicin E; PCR efficiency; reverse transcriptase activity 

 
 

PCR 技术操作简单、反应迅速，是目前实

验室里使用最广泛的核酸扩增方法，具有特异

性强、灵敏度高和重复性好的优点[1-3]。短短十

几年，PCR 技术就被广泛应用于定点诱变、基

因分型、DNA 测序、体外诊断、产前诊断、病

毒携带者检测，以及 DNA 多态性研究等医学和

生物学的各个方面的研究。目前市场上最常见

的 PCR 反应的催化酶是 Taq DNA 聚合酶，而

聚合酶的效率在 PCR 反应中是一个非常关键的

影响要素，如何获得效率更高、错配更低的聚

合酶，就成了发展 PCR 工艺的重要研究目标。 
Taq DNA 聚合酶具有以下几个主要的性质[4-7]：

(1) 热稳定性。Taq DNA 聚合酶能够耐受高温，

并在高温下保持其酶活性，这使得它能够承受

PCR 反应中高温变性和退火步骤的要求。(2) 
5′→3′ DNA 聚合酶活性。Taq DNA 聚合酶能够

在 DNA 模板上以 5′→3′方向合成新的 DNA 链。

(3) 缺乏 3′→5′外切酶活性。Taq DNA 聚合酶缺

乏 3′→5′外切酶活性，这意味着它不能修复

DNA 链上的错误碱基。(4) 碱基特异性。Taq DNA
聚合酶对于 DNA 模板上的碱基具有特异性，只

在配对的碱基存在时才能进行 DNA 链的合成。

Taq DNA 聚合酶除具有 DNA 聚合酶的活性外，

还具有逆转录酶的活性。 
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大肠杆菌素是含有大肠杆菌素 pCOL 的大

肠杆菌所分泌的一种具有毒性的蛋白质，最初

于 1925 年被 Gratia 发现，并于 1946 年命名为

大肠杆菌素(colicin)[8-10]。大肠杆菌素能够破坏被

感染的细胞。以维生素 BtuB 为易位受体的大肠

杆菌素被称为 E 组大肠杆菌素(colicin E, CE)，
包括 CE1−CE9，其中 CE2、CE7、CE8 和 CE9
具有 DNase 活性。本实验室改造了 dCE 系列标

签[11-13]，并对其进行了各个方面性质的探索，

最终发现 dCE 蛋白标签是一种能够耐受高温，

且具有 DNA 结合能力的蛋白质，具体表现为：

(1) dCE2、dCE7、dCE8 和 dCE9 均具有与线性

单链 DNA (single-stranded DNA, ssDNA)、线性

双链 DNA (double-stranded DNA, dsDNA)、质

粒 DNA 和 RNA 结合能力；(2) 与质粒 DNA 结

合能力的强弱顺序为 dCE9>dCE8>dCE7>dCE2；
与线性 dsDNA 结合能力的强弱顺序为 dCE8> 
dCE9>dCE2>dCE7；(3) 与线性 ssDNA 结合能力

的强弱顺序为 dCE9>dCE7>dCE2>dCE8；(4) 与
RNA结合能力的强弱顺序为 dCE9>dCE2>dCE8> 
dCE7；(5) 融合 dCE7 蛋白的 Pfu 和 KOD DNA
聚合酶的进行性显著提升。 

Taq DNA 聚合酶同时具有逆转录活性和催

化 PCR 反应的 DNA 聚合酶活性，一直以来都

是研究的热点，研究人员花了大量的时间和精

力对 Taq DNA 聚合酶进行改造。本研究将 Taq
和 ΔTaq 与 dCE2、dCE7、dCE8、dCE9 融合，

找出融合后效率最高的突变体，最终得到 PCR
活性和逆转录效率都获得提升的优良突变体。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  主要生化试剂 

PCR 酶 PrimeStar Max、DNA Marker DL 
2000 和 DL 1 kb 购自 TaKaRa 公司；Page RulerTM 

Prestained Protein Ladder、Ribo Lock RNase 
inhibitor、Purple loading dye 和 T5 Exonuclease
购自 Thermo Fisher Scientific；Plasmid Miniprep 
Kit 和 Gel Extraction Kit 购自天根生化科技(北京)
有限公司；Bradford Protein Concentration Assay 
Kit 购自碧云天公司。 
1.1.2  菌株和质粒 

本研究使用 pET23a 载体作为源表达载体，

通过将目的基因片段克隆到 pET23a 载体上，实

现对目的基因的高效表达。ΔTaq、dCE2、dCE7、
dCE7 和 dCE7 序列数据 NMDCX0000232 存储

在国家微生物科学数据中心 (National Data 
Center for Microbial Sciences, NMDC)，链接为

https://nmdc.cn/resource/genomics/attachment/detail/
NMDCX0000232。其中单基因采用双酶切(Not I/ 
Sac I)，T4 DNA 连接的方式克隆到载体上，融

合蛋白则通过搭桥 PCR 构建，然后同样的用

双酶切(Not I/Sac I)，T4 DNA 连接的方式克隆

到表达载体上。本实验中的大肠杆菌表达菌

株为 Escherichia coli BL21(DE3)大肠杆菌感

受态细胞，由本实验室保藏。本实验所用大

肠杆菌克隆菌株为 E. coli DH5α 感受态细胞，

由本实验室保藏。本实验所涉及的质粒如表 1
所示。 

1.2 方法 
1.2.1 测试 PCR 速率 

将 dCE2-ΔTaq、dCE7-ΔTaq、dCE8-ΔTaq 和

dCE9-ΔTaq配制 dCE-Taq PCR反应体系，反应体

系：lambda-FN，0.3 μL (10 μmol/L)；lambda-RN，

0.3 μL (10 μmol/L)；Lamda DNA，1 ng；PCR 酶

PrimeStar Max，1 μL (5 U)；dNTPs，0.1 μL  
(2.5 mmol/L)；10×reaction buffer，1 μL；ddH2O，

补齐至 10 μL。引物序列和扩增产物的大小见

表 2。首先将延伸时间设定为 20 s，初步测试

dCE-ΔTaq 的延伸速率。 
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表 1  本实验中所用的质粒 
Table 1  The plasmids used in the experiment 
Plasmid name Characteristic 

pET30-Taq T7 promoter, AmpR, C-His 

pET23a T7 promoter, AmpR 

pET23a-Taq T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-dCE2-Taq T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-dCE7-Taq T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-dCE8-Taq T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-dCE9-Taq T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-dCE2-ΔTaq T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-dCE7-ΔTaq T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-dCE8-ΔTaq T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-dCE9-ΔTaq T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-dCE2 T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-dCE7 T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-dCE8 T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-dCE9 T7 promoter, AmpR, N-His 

pET23a-Taq-dCE2 T7 promoter, AmpR, C-His 

pET23a-Taq-dCE7 T7 promoter, AmpR, C-His 

pET23a-Taq-dCE8 T7 promoter, AmpR, C-His 

pET23a-Taq-dCE9 T7 promoter, AmpR, C-His 

pET23a-ΔTaq-dCE2 T7 promoter, AmpR, C-His 

pET23a-ΔTaq-dCE7 T7 promoter, AmpR, C-His 

pET23a-ΔTaq-dCE8 T7 promoter, AmpR, C-His 

pET23a-ΔTaq-dCE9 T7 promoter, AmpR, C-His 

 
表 2  反应所用引物 
Table 2  The primers used in the experiment 
Primers Sequences (5′→3′) Length 

(bp) 
Lambda-F1 AGTGTGGAAGAGACAGCGAAG 200 

Lambda-R1 CGATGCTGAGTACAGAAGGTT 200 

Lambda-F2 GCGTGTAAAACGACGGCCAG 500 

Lambda-R2 CACAGACACCCAGGCTTTTC 500 

Lambda-F3 TGGCGAGTCTCAGGAGTTCG 1 000 

Lambda-R3 ATGACCGGCTCACGAGAGTT 1 000 

Lambda-F4 AGACCGCTATCGTTCTCGAG 2 000 

Lambda-R4 GTTGCTTCCGGGCTTCAGTG 2 000 

Lambda-F5 CGTCTGTCAGCGTCAGTCTG 4 000 

Lambda-R5 TTGTGCTGTAGGTGCCAGTT 4 000 

本次测试采用两步法 PCR，反应程序如

下：95 ℃预变性 1 min；95 ℃变性 20 s，72 ℃
退火加延伸 20 s，20 个循环；72 ℃延伸 5 min；
12 ℃保存。反应结束后，取等量 PCR 产物，进

行琼脂糖凝胶电泳检测。 
将延伸时间延长至 1 min，进一步测试

dCE-ΔTaq 的 PCR 速率，确定 PCR 速率最快的

突变体，本次测试仍然采用两步法 PCR，反应

程序除 72 ℃退火加延伸 1 min 外，其他程序同

上，反应完成后进行琼脂糖凝胶电泳检测。 
1.2.2  测试谷氨酸钾浓度和 Mg2+浓度对延伸

速率的影响 
向配制好的 dCE-Taq PCR 反应体系中分别

加入终浓度为 0、2、4、6、8、10、12、14、
16 mmol/L 的谷氨酸钾溶液，混合后进行两步法

PCR 扩增；向配制好的 dCE-Taq PCR 反应体系中

分别加入终浓度为 1、2、3、4、5、6、7、8、9、
10 mmol/L 的 MgCl2，混合后进行 PCR 扩增。取

等量 PCR 产物，进行琼脂糖凝胶电泳检测。 
1.2.3  测试温度对逆转录效率的影响 

配制 dCE-Taq 逆转录反应体系：20nt-F (CG 
AAAACGGCATTATATGAT)，0.3 μL；10×reaction 
buffer，1 μL；51nt-RNA，1 ng；Taq，1 μL；dNTPs，
0.1 μL；DTT，1 μL；RI，1 μL；DEPC Water，
补足至 10 μL。其中 51nt-RNA 的序列为 CGAA 
AACGGCAUUAUAUGAUGCUAUUCCGAGAA 
GGUCAUGGAAGUUGGAC。 

将配制好的 dCE-Taq 逆转录反应体系分别

放置在 PCR 仪中设定了不同温度梯度的槽位

中，进行 2 min 的恒温逆转录反应，PCR 温度

梯度分别设置为：54、56、59、61、63、66、
68、69、70 ℃；然后取等量逆转录产物，加入

0.5 μL 的 RNaseA，37 ℃消化 10 min，以去除

体系内的 RNA模板；最后将体系与 2 μL 6×RNA 
loading 混合，进行聚丙烯酰胺变性凝胶电泳

(sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel 
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electrophoresis, SDS-PAGE)检测。 

2  结果与分析 
2.1  重组表达载体的构建 

委托武汉金开瑞公司进行了 ΔTaq 的全基因

合成，并进一步构建了 2 种融合重组蛋白的表达

载体，见图1。第一种载体将dCE系列蛋白与ΔTaq
的 N 端(DLPLEVDFAKRR)融合，分别命名为

pET23a-dCE2-ΔTaq、pET23a-dCE7-ΔTaq、pET23a- 
dCE8-ΔTaq 和 pET23a-dCE9-ΔTaq。第 2 种    
载 体 将 dCE 系 列 蛋 白 与 ΔTaq 的 C 端

(GIGEDWLSAKE)融合，分别命名为 pET23a- 
ΔTaq-dCE2、pET23a-ΔTaq-dCE7、pET23a-ΔTaq- 
dCE8 和 pET23a-ΔTaq-dCE9。经过构建和测序验

证，以上载体被成功转化到大肠杆菌 BL21 菌

株中。 

2.2  重组蛋白的表达和验证 
将BSA浓度梯度与融合了dCE的ΔTaq DNA

聚合酶共同进行 SDS-PAGE 检测，检测结果如

图 2 所示。 
重组 Taq DNA 聚合酶纯度良好，大于 80%，

可用于后续的实验。同时结果显示：C 端融合

dCE 标签的重组 Taq DNA 聚合酶的表达量要明

显高于 N 端融合 dCE 标签的重组 Taq DNA 聚

合酶，但在初步的蛋白活性测试中，C 端融合

dCE 标签的蛋白的酶活性与野生型蛋白相比无

明显提高，因此后续实验中不再研究 C 端融合

dCE 标签的重组蛋白。 

2.3  融合 dCE 蛋白质的 ΔTaq 的 PCR 速率 
将纯化后的 dCE2-ΔTaq DNA 聚合酶、

dCE7-ΔTaq DNA 聚合酶、dCE8-ΔTaq DNA 聚

合酶和 dCE9-ΔTaq DNA 聚合酶，以 lambda 
DNA 为模板，延伸时间为 10 s，延伸温度 72 ℃，

反应 21 个循环，分别 PCR 扩增大小为 200、500、
1 000、2 000、4 000 bp 的片段，扩增产物用琼

脂糖凝胶电泳检测，结果如图 3 所示。 
由图 3 可知，与未融合 dCE 标签的 ΔTaq

相比，dCE2-ΔTaq DNA 聚合酶、dCE7-ΔTaq 
DNA 聚合酶、 dCE8-ΔTaq DNA 聚合酶和

dCE9-ΔTaq DNA 聚合酶的逆转录检测条带中有

比 ΔTaq 更长的扩增产物，说明融合了 dCE 标签

的 ΔTaq 蛋白具有更快的 PCR 速率。 
 

 
 

图 1  pET23a-Taq 以及其突变体的载体构建 
Figure 1  Constructing pET23a vectors harboring Taq and its mutants. 
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图 2  SDS-PAGE 检测蛋白纯度 
Figure 2  SDS-PAGE measuring protein’s purity. 
Lanes 1−6: BSA 1.5/1.0/0.75/0.5/0.25/0.125 mg/mL; 
Lane 7: dCE2-ΔTaq; Lane 8: ΔTaq-dCE2; Lane 9: 
dCE7-ΔTaq; Lane 10: ΔTaq-dCE7; Lane 11: 
dCE8-ΔTaq; Lane 12: ΔTaq-dCE8; Lane 13: 
dCE9-ΔTaq; Lane 14: ΔTaq-dCE9. 

 
为了进一步验证效率提升最高的重组蛋白

组合，延长延伸时间至 1 min，来观察其延伸长

度的极限，如图 4 所示。dCE8-ΔTaq 展示出了

更好的 PCR 活性，在 1 min 的延伸时间内，

dCE8-ΔTaq 延伸出了最大的片段，其大小约为

8 kb，因此，认为 dCE8-ΔTaq 拥有更高的延伸

速度。此外，目标产物测序结果显示 dCE8-ΔTaq
的碱基突变率为 7.7×10−6，与原始的 Taq 碱基

突变率(8.0×10−6)相近。 

2.4  谷氨酸钾浓度对 dCE8-ΔTaq 的 PCR
效率的影响 

使用 lambda DNA 作为模板，将谷氨酸钾

溶液加入体系内，稀释至 0、2、4、6、8、10、
12、14、16、18 mmol/L 的终浓度，进行两步法

PCR，其中延伸时间为 10 s，延伸温度为 72 ℃，

反应进行 21个循环，琼脂糖凝胶电泳结果见图 5。 
如图 5 所示，谷氨酸钾浓度为 0 mmol/L 时

条带的亮度和产物大小相比谷氨酸钾为 2、4、
6、8、10、12、14、16、18 mmol/L 时的 PCR
效率并无明显变化，表明体系内谷氨酸钾的浓

度对于 dCE8-ΔTaq DNA 聚合酶的活性没有明

显的影响。因此，在后续实验中，未向反应体

系中添加谷氨酸钾。 

2.5  Mg2+浓度对 dCE8-ΔTaq 的 PCR 效率

的影响 
以 lambda DNA 为模板，在体系内分别加

入终浓度为 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 mmol/L
的 MgCl2，进行两步法 PCR，延伸时间为 10 s，
延伸温度为 72 ℃，反应 21 个循环。用琼脂糖凝

胶电泳对反应结果进行检测，结果见图 6。 
 

 
 
图 3  dCE-ΔTaq 的 PCR 效率(10 s) 
Figure 3  PCR efficiency of dCE-ΔTaq (10 s). Lanes 1−5 represent the products of the target PCR with sizes 
of 200, 500, 1 000, 2 000 and 4 000 bp, respectively. On the left side of the marker is the unlabeled ΔTaq 
control group, and on the right side are four groups consisting of dCE2-ΔTaq DNA polymerase, dCE7-ΔTaq 
DNA polymerase, dCE8-ΔTaq DNA polymerase, and dCE9-ΔTaq DNA polymerase. The template for PCR is 
lambda DNA. 
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图 4  dCE-ΔTaq 的 PCR 效率(1 min) 
Figure 4  PCR efficiency of dCE-ΔTaq (1 min). Lanes 1−8 represent the sizes of the target PCR products 500, 
1 000, 2 000, 4 000, 6 000, 7 000, 8 000 and 10 000 bp, respectively. The four groups on the right represent 
dCE2-ΔTaq DNA polymerase, dCE7-ΔTaq DNA polymerase, dCE8-ΔTaq DNA polymerase, and dCE9-ΔTaq 
DNA polymerase. The template for PCR is lambda DNA. 

 

 
 
图 5  谷氨酸钾浓度对 dCE8-ΔTaq 的 PCR 效率

影响 
Figure 5  The effect of potassium glutamate’s 
concentration on the efficiency of PCR using 
dCE8-ΔTaq. Lanes 1−10 represent the concentrations 
of potassium glutamate in the PCR reaction system: 0, 
2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 mmol/L. 

 

 
 
图 6  Mg2+浓度对 dCE8-ΔTaq 的 PCR 速率的

影响  
Figure 6  The effect of Mg2+ concentration on the 
PCR efficiency using dCE8-ΔTaq. Lanes 1−10 
represent the concentrations of Mg2+ in the PCR 
reaction system: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 mmol/L. 

如图 6 所示，4−7 mmol/L Mg2+的条带亮度

最高，7 mmol/L Mg2+后的条带逐渐变弱，而   
1 mmol/L Mg2+、2 mmol/L Mg2+对应的泳道未观

察到目的产物的条带，这说明当体系内 Mg2+浓

度较低时(1 mmol/L 和 2 mmol/L)，体系内几乎

没有 PCR 产物，而 4−7 mmol/L Mg2+对应的条

带最亮，后续随着体系内的 Mg2+浓度升高，条

带变弱则说明 PCR 产物的量有所减少，由此可

以得出结论：ΔdCE8-Taq 的活性并不呈随着

Mg2+浓度的增加而增加的线性关系，而是 Mg2+

浓度在 4−7 mmol/L 时酶的活性最好。 
因此可以推断：(1) 二价金属离子是反应中

不可或缺的成分，缺少二价金属离子不能进行

正常的聚合酶催化反应；(2) 反应体系中 Mg2+

的最适浓度约为 4−7 mmol/L，Mg2+浓度过高或

过低都会降低 dCE8-ΔTaq 的 PCR 产量。 

2.6  dCE8-ΔTaq 在逆转录反应中的延伸温度 
为了测试 dCE8-ΔTaq DNA 聚合酶的逆转

录活性及最适反应温度，以 51 nt RNA 为模板，

设定引物延伸的温度梯度为 54、56、59、61、
63、66、68、69、70 ℃，延伸 2 min，用核酸

PAGE 对扩增产物进行检测，观察改造的 Taq DNA
聚合酶的最适反应温度，所得结果见图 7。 
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图 7  温度对 dCE8-ΔTaq 的逆转录效率的影响 
Figure 7  The effect of temperature on the reverse transcription efficiency of dCE8-ΔTaq. Lanes 1−10 
represent the extension temperatures for primer extension reaction: 54, 56, 59, 61, 63, 66, 68, 69, 70 °C. The 
template is a 51 nt RNA. 
 

如图 7 所示，泳道 1−9 中均有对应中间产

物以及全长产物的明显条带，且全长产物所对

应条带的亮度随温度梯度的升高而变高。结果表

明改造后的 Taq DNA 聚合酶在 54−70 ℃的区间

内均有良好的逆转录活性，并且越接近 70 ℃，

逆转录活性越好。逆转录产物有 2 条条带，可能

是发生了副反应，产生了额外的中间产物，属

于部分逆转录产物。 

3  讨论与结论 
Taq DNA 聚合酶是实验室中常用且应用量

较大的工具酶，提高其效率可以提高分子生物学

以及生物化学实验的效率。此外，Taq DNA 聚合

酶由于其本身所具有的聚合酶活性以及逆转录

酶活性，在核酸检测中有很大的应用空间[14-17]。

目前，实时 PCR 是临床环境中最常用的核酸检

测工具，已经有研究人员描述了一种被称为

MeltArray 的方法，它具有多样性、多功能性、

简单性和可访问性的综合优点，也许可以在临

床环境中广泛应用。因此，此方向的研究对于分

子生物学学科的研究以及日常生活中的医疗诊

断、法医鉴定等方面均有重要意义，更快速的

RT-PCR 在核酸检测中的应用将提高核酸检测的

效率，减轻医疗保障体系的负担。 
本研究通过总结前人研究的结果，找到了

新的研究道路，拓宽了研究思路。对 Taq DNA 聚

合酶进行了两个方面的改造。首先，将 Taq DNA
聚合酶改造为 ΔTaq DNA 聚合酶。即根据前人

已有的研究，将 Taq DNA 聚合酶的 5′→3′外切

酶结构域去除，得到了 ΔTaq DNA 聚合酶。其

次，通过融合标签来对 ΔTaq DNA 聚合酶进行

进一步的改造，使其获得更好的酶学活性。将

核酸结合蛋白 dCE 系列标签与 ΔTaq DNA 聚合

酶相融合，利用 dCE 的核酸结合能力使 ΔTaq 
DNA 聚合酶的 PCR 效率提高，同时使其逆转

录酶活性得到了提升，并发现其中效果提升最

大的融合蛋白是 dCE8-ΔTaq。 
本文对 Taq DNA 聚合酶进行了一系列的改

造，提高了 Taq DNA 聚合酶的 PCR 效率以及

逆转录效率，然而此改造对活性影响的机制尚

不明确。后续的研究可以着手于研究点突变改

造对 Taq DNA 聚合酶活性发生影响的机制原

理，阐明 dCE 结合 DNA 时的构象，其在逆转

录或是 PCR 反应中所扮演的角色，承担何种功

能，以及是否可以将这些原理系统化，更高效

地对蛋白质进行改造，从而更准确、更高效地

提高蛋白质的活性，并将 Taq DNA 聚合酶改造

为更加优良的聚合酶和逆转录活性的工具酶。 
本研究虽然对 Taq DNA 聚合酶进行改造使

其获得了更加优良的性能，但仍有许多的拓展

方向有待探索，除了提高 Taq DNA 聚合酶的酶

学活性之外，后续对 Taq DNA 聚合酶仍有许多

可行的改造方向，如可以对 dCE 的点突变位点

进行探索，以找到转录速度更快、拥有能延伸

更长的 DNA 链的逆转录活性的新型 Taq DNA
聚合酶；或是对 Taq DNA 聚合酶进行改造，使
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Taq DNA 聚合酶的热稳定性进一步提高，以满

足在更高温度条件下长时间进行 PCR 或逆转录

工作的需求；也可以向提高抗逆性的方向进行改

造，使 Taq DNA 聚合酶可以适应各种极端的工作

环境，如强酸、强碱、毒性(如甲酰胺等)环境，

或高浓度的盐离子环境等，使 Taq DNA 聚合酶可

以适应更多的应用环境。 
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